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　　　　Adenovirus　type　l2　mRNA’s　transcribed　from　the　transformihg　region　in　cells　transformed　by
the盈。　RI－C（1eftmost　162．％．），．研ηdllI－G（leftmost　6．8％）and　Zlc61－H（1eftmost　4．7％）fragments　of
adenovirus　type　12　DNA，　and　in　cells　lytically　infected　with　adenovirus　type　12　were　a血alyzed　and
mapped　on　viral　DNA　by　the　nuclease　SI　mapping　and　DBM　paper　blot．　hybridization　techniques．．
InRNA’s　were　transcribed　from　the　r　strand　in　the　transformin墓region　which　corresponds　to　the
viral　early　genes　EI　A　and　EI　B．　In　CY1－1　cells　transformed　by　the　EσoRI－C　fragment　three　EI　A
mRNA’s　and　one　EI　B　m…RNA　were　found，　all　having　spliced　structures．　GY1－1　cells　transformed　by
the研％dlII－G　fragme．nt　contained　three　EI　A　mRNA’s　common　to　GYl－1　cells　and　two　additional
EIA　transcripts　which　should　be　the　3’portions　of　chimeric　mRNA’s　of　cellular－viral　and　viral－viral
sequences．　The　GY1－1　cenls，　a蕗。・contained　a　transcript　from　the　Ieftmost　part　of　the　EI　B　gene　as
the　5’portion　of　chimeric　mRNA　speci…es．　HY1－5　cells　transformed　by　the。4661－H　fragInent，　which
carries　only　the　EI　A　gene，　contained．　three　EI　A　mRNA’s　identical　to　those　found　in　the　CY1－1　and
GY1－1　cells。　These　results　indicate　tha．t　the　EI　A　gene　function　alone　can　produce　incomplete　trans－
formation　phenotypes，　and　th＆t　the　EI　B　gene　function　necessary　for　complete　transformation　is
coded　for　in　theユeftmost　part　of　th．e　EユBgene　transcribed　into　G．Yユーユspec面。　chimer三。　mRNA’s
The　chimeric　mRNA　species，　which　were　not　found　in　CY1－1　cells　nor　in　cells　Iytically　infected　with
adenovirus．　type　12，　also・suggest　the　presence　of　tande．mly　integrated　viral　DNA　as　their　trans－
criptional　template　in　GY1－1　cel．ls．　The　coding　regions　fo．r　and　the　sizes　of　candidate　viral　proteins
responsible　for　cell　transformation　were　estimated　on　the　basis　of　the　above　results　and　the　nucle－
otide　sequence　of　the　EI　A　and　E．！Bgenes　of　adenovirus　type　12　DNA　determined　recently．
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1　緒 言
　　ヒトアデノウイルスは鶴歯動物由来の．培養細胞をト
ランスフォームすることができる．’）このヒトアデノウ
イルスによる細胞．のトランスフォーメーションにはウ
ィルスゲノムの全体は必要ではなく，左端7～8％の
DNA断片で充分であることが．，ヒトアデノウイルス
DNAの制限酵素断片を用いた．細胞のトランスフォー
メーシ・ンの実験より明らかとなり，ヒトアデノウイ
ルス12型（Ad　12）DNA正伽dlILG断片（左端6．8
％）1）Ad7　DNA　H初dIII－1・J断片（左端7．8％．）3）お
よびAd2およびAd5　DNA研ηdIII－G断片（左端
8．0％）4｝によるトランスフォーム細胞株が樹立されてい
る．さらにAd12　DNA・4001－H断片（左端4．7％）1）
Ad7　DNAβ9♂IPH断片（左端4．5％）1）およびAd5
DNA雌1－E断片（左端4．3％）7）に．も不．完全ながらト
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ランスフオーム能が認められた，
　一方，ヒトアデノウイルスの増殖感染初期には，ウ
イルスDNA上の少なくとも四つの領域が転写される§・9）
そのうちウイルスDNAの左端（0～11．5％）に位置す
るE1地域が上記のトランスフォーメーション能の全て
を含んでいる．この領域はそれぞれ別個の転写のプロ
モーターをもつ二つの領域EIA（0～4．5％）とEIB
（4．5～11．5％）に分けられれるP）つまりEIA領域に含
まれる遺伝情報は細胞を不完全ながらトランスフォー
ムする能力をもち，EIB領域の左端部分に含まれる遺
伝清報が細胞の完全なトランスフォーメーションに必
要であると考えられているPまたヒトアデノウイルス
5型の宿主域欠損変異株の解析からEIA領域の遺伝子
産物が他の初期遺伝子の発現の制御に関与している可
能性が指摘されているll’12）
　ヒトアデノウイルス2型および5型については，こ
の初期領域E1から転写されるmRNAの構造と位置づ
けがnuclease　SI　mapPing法を用いて調べられており
｝1，1既14）EIA領域に少なくとも2種，　EIB領域に1種，
それぞれスプライス構造をもつmRNAが同定されてい
る．電子顕微鏡による観察ではさらに数種のmRNAが
この領域から合成されていることが示され｝5｝EI　A，　El
B領域とも複雑な遺伝子構造をもっていることが推定
される．
　我々はヒトアデノウイルス12型DNA　H加dIII－Gお
よびE60　RI－C断片により誘発した完全トランスフォー
ムラット細胞（GYI－1およびCY　1－1）並びに感染ヒト
細胞中においてE1領域から転写されるmRNA種を同
定し，鋳型DNA上に位置づけた16〕が，本論文ではこ
れらに加えて・4661－H断片により誘発した不完全トラ
ンスフォームラット細胞中において転写されるmRNA
種を同定して，ヒトアデノウイルスによるトランスフォー
メーションにかかわる遺伝情報をmRNAのレベルで明
らかにした．これらの結果と，最近決定されたヒトア
デノウイルス12型DNAのE1領域の塩基配列1ろ18）を
もとに，各遺伝子産物を推定することが可能になった．
0　4．76．8　　　　16．2
2　実験材料と方法
2・1培養細胞株とウイルス
　研究対象として取り上げたトランスフォーム細胞株
は，Fischer　rat　embryo由来のラット正常細胞株
3Y1をAd12　DNA　E60RI－C断片（左端16．2％）でト
ランスフォームしたCY1－1｝9）H碗dlll－G断片（左端
6．8％）でトランスフォームしたGY1－12）および、46d－H
断片（左端4．7％）でトランスフォームしたHY1－55｝で
ある（Fig．1参照）．これらは10％牛胎児血清添加の低
Ca2＋（0．1mM）Eagle’s　minimum　essential　medium
（MEM）を用いて培養した．ヒトKBIII細胞は10％仔
牛血清添加Eagle’s　MEMで単層培養し，ヒトアデノ
ウイルス12型（Huie株）はヒトKBIII細胞に感染し
増殖させた．
2・2　ウイルスDNA断片の調製とRI標識
　ウィルスDNAは塩化セシウム密度勾配遠心により精
製したウイルス粒子より抽出した『o・21》ウイルスDNAを
各 制限酵素で切断後，生じたDNA断片をアガロース
ゲル電気泳動により分離し，ゲルより抽出・精製して
用いた．標識ウイルスは100μCi／m‘の［32P］正リソ
酸を含む培地中に培養した感染ヒトKB　III細胞より調
製した．高比放射活性の32P標識DNA断片の調製に
は未標識DNA断片をnick　translation法22・23bこより
試験管内で標識した．DNAの相補鎖はDNAをアルカ
リ処理後，中性アガロースゲル電気泳動により分離し
た．
2・3細胞質RNAの調製
　CY｝1，　GY1－！，　HY1－5および感染ヒトKB　III細胞
（Ad12感染後8時間および23時間）を，　Zieve　and
Penman24》の方法に従って0．5％NP－40を含む低張緩
衝液で破壊し，低速遠心で核を除いた上清にsodium
dodecyl　sulfate（SDS，一濃度0．5％），　disodium
ethylenediaminetetraacetate（EDTA）（終濃度10
mM）およびNaC1（終濃度0．1M）を加えフェノール・
クロロホルム（2：1）で3回抽出した後，2面容のエタ
ノールを加えて細胞質RNAを沈澱させた．ポリアデニ
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Fig．1Map　positions　of　restriction　fragments　used　for　transformation．　Ad12　genome　is
　　　　represented　by　horizontal　lines，　O　to　100　units，　and　left　end　fragments　by　arrows．
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ル酸をもつRNAはoligo－dT　celluloseカラムを用い
て細胞質RNAより分画した．
2・4Nuclease　SI　mapping法
　RNAとDNAのhybrid形成反応はCasey　4α♂～5）
の方法に従い，80％formamide，0．4MNaCl，0．04
Mpiperazine－N，　N’一bis（2－ethanesulfonic　acid）
（PIPES；pH　6，4），0．001　M　EDTAの組成の溶媒中
で約3時間行なった．hybrid中のDNA部分の検出は
Berk　and　Sharp13）のnuclease　SI　mapPing法に従
い，nuclease　S1で1本鎖部分を消化したのち，2倍容
のエタノールを加えてhybridを沈査に回収し，アルカ
リァガロースゲルおよび中性アガロースゲル電気泳動
を行ない，autoradiographyにより検出した．2次元電
気泳動は，1次元目に中性アガロースゲル，2次元目に
アルカリァガロースゲル電気泳動を行なった36）
2・5　Diazobenzyloxymethyl（DBM）paper　blot
　　hybrid形成法
　DBM　paperはAlwine♂σZ37｝の方法に従って濾紙
にaminobenzyloxymethyl基を導入し，使用直前に
diazo化した．
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　ポリアデニル酸をもつRNA（20μ9）を1Mglyoxal，
50％dimethylsulfoxide，6．7mMリン酸ナトリウム緩
衝液（pH　6．8）からなる反応液中で50℃，60分反応さ
せて変性処理し18）1．5％アガロースゲル電気泳動した．
ゲルをアルカリ処理したのち中和し，ゲル中のRNAを
DBM　paperにblot法で移し固定した．次いで50％
formamide，0．75　M　NaCl，75　mMクエン酸ナトリウ
ム，0．02％牛血清アルブミン，0．02％polyvinylPyr・
rohdone，0．02％盒coUおよび1．5mg／m1の変性牛胸
腺DNAより成る反応液中で32P標識DNA（1×106
～3×106cpm）と42℃，20～40時間hybrid形成させ，
洗浄後autoradiographyを行なった．
3　結 果
60
3・lAd12　EcoRI－C断片の解離温度（Tm）
　32P標識したAd12　DNA＆oRI－C断片を含む80％
forlnamide緩衝液を低温側より順次，各温度で5分間
incubateして一定量分取し，それぞれnuclease　S1に
対する感受性を指標に2本鎖DNA部分を定量した．
Fig．2よりTmは46．5℃と求められた．従ってnuclease
SI　mapPing法に用いるRNA－DNA　hybridの形成
は，2本鎖DNAが殆ど形成されない53℃で行なった．
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Fig．2　Determirlation　of　Tm　value　for　the　E60RI－C
　　　　fragment　of　Ad12　DNA．　Reaction　mixture
　　　　contained　32P－labeled　EごoRI－C　fragment
　　　　（L37×105cpm）and　400μg　of　tRNA　as　car－
　　　　rier　in　O．04M　PIPES（pH6．4），0．4M　NaCI，
　　　　0．001M　EDTA　and　80％formarnide．　An
　　　　aliquo亡（1．1ユ×104cpm）was　drawn　from　the
　　　　mixture　after　5　min　incubation　at　a　given
　　　　temperature，　which　was　chosen　irl　sequence
　　　　from　Iower　to　higher．　After　digestion　with
　　　　nuclease　Sl，　fraction　of　double－stranded
　　　　DNA　in　each　aliquot　was　assayed．
GY1－1
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Fig．3　Hybridization　of　3H－labeled　H魏dIII－G
　　　　fragment　strands　with　CY1－1　and　GY1－1
　　　　cytoplasrnic　RNA．　Separated　strands（290
　　　　to 350　cpm）of　the正∫勿dlll－G　fragment　of
　　　　Ad12　DNA（5．13×105cpm／μg）　were　an－
　　　 nealed　with　increasing　amounts　of　RNA　in
　　　　O．72M　NaCl，0．01M　PIPES（pH6．7），0．001M
　　　　EDTA　and　O．05％SDS　at　68℃for　40h，　and
　　　 assayed　by　batch　elution　from　hydroxyap－
　　　　atite．　Background　of　2　to　6％of　the　input
　　　 was　subtracted，　and　maximum　hybridization
　　　of　79　to　92％　in　the　presence　of　13　to　14μ9
　　　　0f　Ad12　DNA　per　mJ　was　norrnalized　to
　　　　100％．（○）　rstrand；（●）　l　strand．
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Fig．4Autoradiogram．s　of　nuclease　S1－digested
RNA－DNA　hybrids　of　CY1－1　cytoplasmic
RNA　and　diagrams　of　the　deduced　RNA
structures，　Alkaline（Al）and　neutral（A2）
agarose　gels　of　nuclease　S1－digested　CY1一ユ
RNA．　restriction　fragment　hybrids．　Re箏tric－
tion　fragments　used　are　E60RI－C（1anes
2and　9），　H勉dHI－G（lane．s　3　and　10），
飾鋸dlII－1（lanes　4　and　11），紐ηdlII－F（lanes
5　and　12），〆1661－H　（1ane．s．6　and　l3），　and
／1661－J　（lanes　7　and　14）．　L．anes　l　and　8　are
the疏ηdlll　marker　digests　of　Ad12　DNA書9〕
Numbers　on　both　sides　of　panel　are　the
estimated　sizes（in　nucleotides）of　relevant
bands．　Alkaline（B1）and　neutral（B2）
agarose　gels　of　nuclease　S1－digested　hybrids
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0f　restriction　fragments　and　polyadenylic　acid－c．ontaining　cytoplasmic　RNAs　from　CY1－1　and　GY1－1
ceUs．　Restriction　fragments　used　are研ηdlll－G（lanes　2，5，6and　9），、46d－H（1anes．4　and　7），　and
A661－H／飾召III－A（lanes　3　and　8）．　Lanes　I　and　10　are　the研％dlII　marker　digests　of　Ad12　DNA．
（C）Assignment　of　main　bands　detected　in　CY1－1　cells　by　the　n．uclease　Sl　gel　procedure．　Detected
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portions　of　each　cotransc．ript　are　represented　by　open　boxes　with　numbers　in　nucleotides　of　corre－
sponding　band　lengths．　Hatched　boxes　represent　portions　not　identified　by　the　relevant　restriction
fragments．　Caret　symbols　represent　splicing，　and　the　3’end　of　an　RNA　is．　indicated　by　an　arrow－
head．　Numbers　above　vertical　arrows　represent　the　assigned　positions　of　RNA　initiation，　po．lyaden－
ylation　and　splicing　sites．　Restriction　fragments　relevant　to　the　assignments　are　represent．ed　below
the　RNA　structure．（D）Diagrams　of　the　structure　of　Ad12－specific　RNAs　in　CY1－I　cytopla＄ms
deduced　from　the　data　in（A），（B）and（C）．　Viral　sequence　present　in　an　RNA　are　represented　by
aIine　above　the　corresponding　region　of　the　Ad12　genome　map．29・30）The　genome　map　is　marked　off
in　kilobases　and　map　units　from　the　left　end．　The　more　abundant　cytoplasmic　RNAs　are　repre・
sented　by　heavy　lines，　and　numbers　above　the　lines　represent　the　cotranscript．　lengths（in　nucleotides）．
Restriction　maps　relevant　to　the　analysis　are　represented　below　the　genome　map．
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3・2mRNA合成の鋳型鎖の同定
　Ad12　DNA　H鋭dlll－G断片をアルカリ処理後，中
性アガロースゲル電気泳動を行ない，速く泳動するfast
strandと遅く泳動するslow　strandに分離した，　Ad12
DNAの3’末端に標識した放射活性はH腕dIII－G断片
のslow　strandに見出された．従ってslow　strandが
右方向転写鎖（r鎖），fast　strandが左方向転写鎖（Z
鎖）であった．
　3H標識したH腕dlll－G断片のr鎖と」鎖を調製し，
CY1－1およびGY1－1細胞の細胞質RNAとのhybrid
形成を調べたところ（Fig．3），両細胞においてウイル
ス特異的RNAはr鎖からのみ転写されていることが示
された．
3・3CY1－1細胞のウイルス特異的mRNA
　CY1－1細胞の細胞質RNAについて，　Fig．4－Dに示
すような種々のDNA断片を用いてnuclease　SI　map－
ping法によりAd12特異的RNAを検出した（Fig．4－A，
B）．これらのRNAの鋳型DNA上への位置づけは，
Ad12　DNAの切断点地図2竃30）と，　hybrid中に検出され
るDNAの長さとそれらの重なりに基づいた．
　・4001－H断片で検出された数本のバンドはEIA領域
から転写されたmRNAに対応し，　EooRI－C，　H助dlll一
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Fig．5　Autoradiograms　of　nuclease　Sl－digested　RNA－DNA　hybrids　of　GY1一工
　　　　cytoplaslnic　RNA　and　diagrams　of　the　deduced　RNA　structures．　（A）
　　　　Alkaline（1eft）and　neutra1（right）agarose　gels　of　nuclease　S1－digested
　　　　GY1一ユRNA　restriction　fragment　hybrids．　Restriction　fragments　used
　　　　are　H吻dIII－G（Ianes　4　and　5），∠4661－H　（lanes　3　and　6），　and／1ごcI－J
　　　　（1anes　2　and　7）．　Lanes　l　and　8　are　the伍ηdllI　marker　digests　of　Ad12
　　　　DNA．（B）Diagrams　of　the　structure　of　Ad12－spceific　RNAs　in　GY1－1
　　　　cytoplasms　deduced　from　the　data　in（A）and　those　obtained　with　the
　　　　．4661－H／施6111fragments（data　not　shown）．　Representation　is　as　in
　　　　Fig．4．
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一G両断片によっても共通に検出された。・4601－H断片
を翫8111で切断して生ずるA断片（Fig．4－C）ではEl
Aの3本のバンドが2本になった（Fig．4－B）．バンド
の濃度変化から760ヌクレオチドのバンドが切れて620
ヌクレオチドのバンドに重なったと考えられたので，
mRNAの5’端が少なくとも2種あり，そのうちの1種
は撫6111断点の5ノ側140ヌクレオチドに位置づけられ
た（Fig．4－C）．
　、4ご。レH断片を副査で切断した数種の断片を用いた
結果，Fig．4－Cに示すように，これらのEI　A　mRNA
には2種のスプライスが認められ，3’末端およびもう1
種の5’末端とともに鋳型DNA上に位置づけられた．
　E60　RI－C断片では中性ゲルで約2，200ヌクレオチド
のバンドが濃く検出され，アルカリゲルではユ，740ヌ
クレオチドと450ヌクレオチドの2本のバンドが濃く
検出された（Fig．4－A）．これに対応するバンドは
H勿dIII－G，　H勿dllH両断片でも見出され，　Fig．4－C
に示すように位置づけられた．他のminor　speciesも
含めて、これらの結果をFig．4－Dにまとめた．
3・4GYI－1細胞のウイルス特異的mRNA
　GY1－1細胞では．4001－H断片によって4種のRNA
が検出され（Fig．5－A），このうち小さい方の3種は
CY1－1細胞のEI　Aの3種と共通であった．大きい方
の！種は中性ゲルで約1，200ヌクレオチド，アルカリ
ゲルで840ヌクレオチドのバンドとして検出されるGY
1－1細胞に特異的なRNAであり，・4661－H断片を
働削で消化した各断片を用いた結果（詳細は省略）を
考え合わせて，Fig．5－Bに示す構造と位置を決定した．
その他にもう1種minor　speciesが検出されたが，極
めて量が少なく図示しなかった．
　、46d－J断片では490ヌクレオチドのバンドが1本だ
け・検出された．これはH∫％dllI－G断片で検出された560
ヌクレオチドのRNAの一部に相当し，　Fig．5－Bのよ
うにEIB領域の5’端側に位置づけられた．以上の他に
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Fig．6　Autoradiogram　of　nuclease　S1－digested　RNA－DNA　hygrids　of　HY1－5　cytoplasmic　RNA
　　　　and　diagralns　of　the　deduced　RNA　structures，（A）Alkaline　agarose　gel　of　nuclease　S1－
　　　　digested　HYI－5　RNA　restriction　fragrnent　hybrids　in　parallel　with　those　of　HY1－3　and
　　　　infected　cells．　Restriction　fragments　used　are　H加dlII－G　for　HY1－5　alld　HY1－3　RNA　and
　　　　βα初HI－A29）for　infected　cell　RNA．（B）Diagrams　of　the　structures　of　Ad12－specific　RNAs
　　　　in　HY1－5　cytoplasms　deduced　from　the　data　in（A）and　those　obtained　with　the∠4061－H／
　　　　磁鐸3A－AC　fragment（data　not　shown）．　Representation　is　as　in　Fig．4．
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Fi奮．7　Autoradiograms　of　nuclease　S1－digested　RNA－DNA　hybrids　of　early　region　l
　　　　　　cytoplasmic　RNA　in　cells　lytically　infected　with　Ad12，　and　diagrarns　of　the．
　　　　　　deduced　RNA　structures．（A）Alkaline　agarose　gel．of　nuclease　S1－digested　early
　　　　　　RNA　restrict．ion　fragment　hybrids．　Cytoplasmic　RNA　was　prepared　from　human
　　　　　　KBIII　cells　8　h　after　lytic　infect．ion　with　Ad12．　Restriction　fragments　used　are
　　　　　　田ηdIII－G（lane　l），1ガ％dIII－1（1ane　2），、4ccI－H（1ane　3），ノ1c61－H／伽8111－A（1ane
　　　　　　4），and、4001－J（lane　5）．　（B）Alkaline　agarose　gel　of　nuclease　S1－digested
　　　　　　delayed　early　RNA　restriction　fragment　hybrids、　Cytoplaslnic　RNA　was　prepared
　　　　　　from　cells　23　h　after　lytic　infection．　Restrict．ion　fragments　used　are　EσoRI－C
　　　　　　（lane　2），　H碗dlll－G（1ane　3），　H珈dlll－1（lane　4），17げ．ηdlll－F（lane　5），、4‘61－H
　　　　　　（lane　6），　A601－J（1ane　7），　and∠4‘d－F（lane　8）．　Lane　I　is　the　H勿dIII　marker
　　　　　　digest　of　Ad12　DNA．．（C）Diagrams　of　the　deduced　structures　of　early　region　l
　　　　　　mRNA’s　in　cells　lytically　infected　with　Ad12．　The　mRNA’s　detected　at　th．e　early
　　　　　　stage　are　represented　by　bold　Iines，　and　those　detected　only　at　the　late　stage　are
　　　　　　represented　by　open　boxes．　Representation　is　otherwise　the　same　as　in　Fig．4．
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Fig．8　Diagrams　and　autoradiograms　of　two－dimen－
　　　sional　analysis　of　nuclease　S1－digested
　　　RNA－DNA　hybrids．　The．4σ61－H　fragment
　　　was　hybridized　with　polyadenylic　acid－cQn－
　　　taining　cytoplasmic　RNAs　from　CY1－1　cells
　　　（A），infected　early　cells（B），　and　GY1－1
　　　cells（C）．　The丘rst　electrophoresis　was
　　　from　left　to　right　in　a　neutral　gel，　and　the
　　　second　was　from　top　to　bottom　in　an　al－
　　　kaline　gel．　The　numbers　to　the　left　of　the
　　　dots　represent　the　lengths　of　corresponding
　　　cotranscripts　in　nucleotides．　Cotranscripts
　　　derived　from　a　given　mRNA　species　fall　on
　　　the　respective　virtical　line．
EI　AからEI　Bに連続して転写されたRNAも検出さ
れた（Fig．5－B）．
3・5HYI－5細胞のウイルス特異的mRNA
　HY1－5細胞では・4col－H断片によって5種のRNA
が検出され（Fig．6－A），このうち3種目、40σ1－H断片
を＆z％3Aで切断した断片を用いた結果（Fig．6－B）を
合わせ，CY1－1，　GY1－1細胞のEI　A　mRNAと共通
であることが示された．残りのminor　speciesの位置
と構造は調べなかった．
3・6Ad12感染ヒトKB　III細胞のウイルス特異的
　　mRNA
　感染初期にはE60RI－C，」硫’ηdIII－G，、4061－H各断
片で共通に4種のEI　A　mRNAが検出された（Fig．7
－A）．これらのうち3種は上記の各トランスフォーム細
胞とも共通のmRNAであり，残りの1種はその大きさ
と，A661－Hを飽θIII（Fig．7－A）および働削（詳細
は省略）で切断した各断片を用いた結果とから，Fig．7
－Cに示したようにその位置と構造を決定した．EIB
mRNAは感染初期には検出されなかった（Fig．7－A）．
　感染後期にはEIA　mRNAに加えてEIB　mRNAも
見出された（Fig．7－B）．一つは約450ヌクレオチドの
大きさでEIB領域の右端に位置づけられるもので，ウ
イルス粒子構成蛋白plXをコードしていると考えられ
ている．もう一つはEIB領域の左端の約530ヌクレオ
チドと右端の約450ヌクレオチドの部分から成るスプ
ライス構造をもつmRNAで，各部分はそれぞれ
研ηdlII－Gで約530ヌクレオチド，、4061－Jで約460ヌ
クレオチドおよびHlηdIII－1で約340ヌクレオチド，
・46cI－Fで約310ヌクレオチドのバンドとして検出され
た（Fig．7－B）．　EJηdlll－Gおよび∠4601－J断片では更
にもう1種のmRNAの一部分が検出されCY1－1細胞
のEI　B　mRNAに対応するものと考えられたが，全体
の構造は決定できなかった．
3・7　EI　A　mRNAのスプライス構造
　・4601－H断片を用いてCY1－1，　GY14および感染初
期ヒトKBIII細胞のEI　A　mRNAのスプライス構造を
2次元電気泳動法により解析した（Fig．8）．その結果，
先に検出した3～4種のEI　A　mRNAのすべてに共通
して310ヌクレオチドの部分が含まれることが示され，
前項までの解析が裏づけられた．
3・8　DBM　paper　blot　hybrid形成法によるmRNA
　　の解析
　Ad12感染初期ヒトKBIII細胞，　CY1－1および
GY1－1細胞より抽出したmRNAをDBM　paperに固
定し，32P標識した・4col－H（EI　A領域）および、4661一
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Fig．9　DBM　paper　blot　hybridization　of　mRNA’s　from　CYI－1，
　　　GY1－1　and　infected　early　cells．　Polyadenylic　acid－con－
　　　taining　cytop工asmic　RNA’s　were　puri丘ed　from　CY1－1，　GY
　　　1－1，and　KB　III　cells　early　after　lytic　infection　with　Ad12
　　　　（in　the　presence　of　20μg　of　1一β一D－arabinofuranosyl－
　　　cytosine　per　m～of　culture　medium）．　RNA　blots　prepared
　　　as　described　in　the　text　were　hybridized　with　32P－labeled
　　　DNA　probes　speci丘。　to　early　regions　IA　G4661－H）and　IB
　　　　G40d－J）of　Ad12　and　autoradiographed．
J（EI　B領域）各断片とhybrid形成させ，　mRNAを
検出した（Fig．9）．感染初期ヒトKBIII細胞ではEl　A
に約1，100ヌクレオチドのmRNAが検出され，他には
検出されなかった．CY1－1ではEI　Aの約1，100ヌク
レオチド，El　Bの約2，300ヌクレオチドのmRNAの
他にElAとEIBに共通に約3，200ヌクレオチドの
mRNAが検出された．　GY1－1ではEI　Aに約1，100，
1，700，1，900，2，500，3，600ヌクレオチドの5種が検
出され，EIBにはEIAと共通の約1，700ヌクレオチ
ドのmRNAが検出された．
4　考 察
　本論文では，ヒトアデノウイルス12型DNA断片誘
発トランスフォームラット細胞株3株および感染ヒト
KB　III細胞中においてトランスフォーム能をもつE1領
域から転写されるmRNAを同定し，ウイルスゲノム上
に位置づけた．その結果ヒトアデノウイルス12型のE1
領域の遺伝子の構成が明らかとなり，トランスフォー
ム細胞に特徴的なn：1RNAの存在も示された．これらの
結果にもとづいて，最近決定されたAd　12　DNAのE1
領域のDNA塩基配列1馬18）上にRNAの転写とプロセシ
ングに関する特徴的な塩基配列を推定することができ，
さらにコードされている蛋白の大きさと1次構造の推
定も可能になった．
　EI　A領域にはRNA合成開始点が2ヵ所，スプライ
スが2 およびポリアデニル酸付加部位が1ヵ所見出
され，感染細胞の4種および各トランスフォーム細胞
に共通に認められた3種のmRNAはこれらの組み合せ
で生じたものである．EI　B領域にはRNA合成開始点
が2’ヵ所見出され，そのうち一つにはスプライス構造
の異なる2種のmRNAが対応づけられた．このように
Ad　12のEI　AおよびEI　B領域は，それぞれ互いに重
複する複数種のmRNAを合成する複雑な遺伝子構造を
もっていることが示された．
　トランスフォーム細胞では，感染細胞で合成される
4種のmRNAのうち1種が殆ど検出されなかった．こ
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Fig．10　Possible　structures　of　unique　mRNA’s　and　their　templates　in　GY1－1
　　　cells．　Arrows　with　sizes　in　kilobases　represent　possible　structures　of
　　　chimeric　mRNA’s　unique　to　GYI－l　cells．　At　Ieast　two　copies　of　a
　　　viral　DNA　fragment（1eftmost　O．7－6ユ％of　viral　DNA）should　be
　　　integrated　tandemly　in　cellular　DNA．
の差の原因は明らかではないが，mRNAをプロセスす
る系がラット細胞とヒト細胞とで一部異なることを反
映しているものと考えられる．またEIB遺．伝子につい
ては，トランスフォーム細胞では容易にmRNAが検出
されるのに比べ，感染初期にはその量が検出感度以下
であった．これはAd214）Ad5｝1）Ad731）のEIB　mRNA
が感染初期から容易に検出されることとも合わせ，Ad12
のEIB遺伝子の発現が何らかの要因により強く制御さ
れていることを示唆する．
　GY1－1細胞はEl　A全体とEIBの左側の～部しか含
まないHl’ηdlll－G断片でトランスフォームした細胞で，
EI　B領域からは感染細胞やCY1－1細胞にはみられない
特徴的なRNAが1種のみ検出された．これはnuclease
SI　mapping法で約560ヌクレオチドのバンドとして
検出されたもので，その3’端はDNA塩基配列上からも
ポリアデニル酸付加部位とは考えられない．DBM
paper　blot　hybrid形成法では約600ヌクレオチドの位
置にはmRNAが検出されず，約1，700ヌクレオチドの
位置に検出された．従ってこのGY1－1細胞のEI　B
mRNAはその3’側にEI　B以外の塩基配列を含むと考
えなければならない．同じ位置に検出されるEIAの約
1，700ヌクレオチドのmRNAもEl　A以外の塩基配列
を含むと考えられるので，この約1，700ヌクレオチド
のmRNAは訓則にEI　B，3’側にEI　Aの塩基配列をも
つキメラmRNAであると考えられる．このことは，
GY1－1細胞DNA中には，トランスフォーメーション
に用いたH加dIII－G断片が同じ向きに直列に組み込ま
れ，かっ転写可能な部分が少なくとも1ヵ所存在する
ことを示唆する（Fig．10）．このようなキメラmRNA
の存在はAd　7　DNA　H加dllH・J断片でトランス
フォームした細胞にも見出されており，1）これらの細胞
中で発現されるEI　Bの遺伝情報は，キメラmRNAに
含まれるEIBの左端部分の情報のみである．
　その他にEIAにのみ検出される約1，900，2，500，
3，600ヌクレオチドの3種のmRNAがある（Fig．9）
が，これらは5’側に細胞由来の塩基配列をもつものと考
えられ（Fig．10），細胞DNA中へのウイルスDNAの
組み込み部位を直接反映しているものであろう．
　本研究の結果をAd12のE1領域のDNA塩基配
列1η8）に照らし合わせることにより，各mRNAに含ま
れるAd12由来の遺伝情報を推定できるようになった．
それによるとEユAInRNAには26キロダルトンおよ
び30キロダルトンの蛋白がコードされており，EIB
mRNAにはウイルス粒子構成蛋白plXの他に19キロ
ダルトン，54キロダルトンおよび8キロダルトンの3
種の蛋白がコードされている．このうちEIB遺伝子の
一部分しかもたないが，完全なトランスフォーム細胞
の表現型をもつGY1－1細胞において合成されうるEIB
蛋白は19キロダルトンの蛋白のみであるので，この蛋
白が細胞 完全なトランスフォーメーションに重要な
役割を果していると考えられる．この19キロダルトン
の蛋白は最近ようやくその存在が確められ（斉藤，白
木，下条：未発表），既に検出されているEIA蛋
白32’33）とともに，その機能を解明することがアデノウイ
ルスによる発癌を理解する上で重要な課題となろう．
5　結 論
　ヒトアデノウイルス12型DNAの動oRI－C断片（左
端162％），H碗dIII－G断片（左端6．8％）および、40d－
H断片（左端4．7％）でそれぞれトランスフォームし
た3種のラット細胞株CY1－1，　GY1－1およびHYI－5
と，ヒトアデノウイルス12型感染ヒトKBIII細胞にお
いて，トランスフォーム能をもつ初期領域E1から転写
されるmRNAをnuclease　SI　mapPing法および
DBM　paper　blot　hybrid形成法を用いて解析し，ゲノ
ムDNA上に位置づけた．
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1）E1領．域ではmRNA合成の鋳型はDNAのr鎖．の
みであった．
2）EI　A領域ではCY1－1，　GY1－！，　HY1－5の各細胞
に共通の3種目mRNAが見出され，感染細胞ではこれ
らを．含む4．種のmRNAが見出された．
3）EI　B領域からはCY14，　GY1－1細胞で．それぞれ1
．種，感染後期細胞で3種のrnRNAが見出されたが，感
染初期細胞には検出されなかった．
4）GY1－1細胞にはCY1－1および感染細胞に見ら．れな
い特徴的なmRNAが見出された．これらはウイルス
DNAの細胞DNAへの組．み込み部位の構造を反映する
キメラ．mRNAと考えられた．
5）不完全．なトランスフォーム表現型を示すHY1－5細
胞にはすべてのEIA遺伝情報が含まれているが，完全
なトランスフォーメーションにはさらにEIB領域の左
端部分の遺伝情報が必要であることが示された．最近
決定されたヒトアデノウイルス12型のE1領域の．　DNA
塩基配列をもとに，これらの部分にコードされている
蛋白の．大きさが推定さ．れた．
本研究の一部は，文部省がん特別研究II（藤永）お
よび奨励研究A（澤田）の援助を受けた．
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